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Abstract:

Background:  Method of identifying human leukocyte antigen (HLA) alleles has some evolved from serologically 

based methods to recently DNA-based methods.  However, HLA typing has some limitations to discriminate 

alleles at a high-resolution level.  Recent advances in next-generation sequencing (NGS) technologies have enabled 

NGS as a proven alternative technique for sequence-based typing for characterization of the HLA alleles.  Objective: 

To evaluate NGS of Roche Junior system (Roche Diagnostics, Indianapolis IN, USA) by comparing the results 

นิพนธ์ต้นฉบับ

การวิเคราะห์ผลการตรวจชนิดเอชแอลเอ โดยวิธี Next-Generation 
Sequencing จากข้อมูลของการทดสอบความชํานาญที่โรงพยาบาลศิริราช
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บทคัดย่อ

ความเป็นมา  วิธีการตรวจหาแอนติเจนเม็ดเลือดขาว human leukocyte antigens (HLA) มีวิวัฒนาการ ตั้งแต่การตรวจโดยใช้วิธี

ทางซีโรโลยแีละปัจจุบันใช้วิธีดีเอ็นเอในการตรวจ อย่างไรก็ตามการตรวจ HLA ยังมีข้อจ�ำกัดในการแยกอัลลีลในระดับความละเอียด

สูง จากความก้าวหน้าล่าสุดได้มีการน�ำเทคโนโลยีของ next-generation sequencing (NGS) มาใช้ในการตรวจหาล�ำดับเบสเพื่อใช้

ในการตรวจหา HLA alleles ที่มีความละเอียดมากขึ้น  วัตถุประสงค ์เพื่อประเมินผลการตรวจโดยใช้ เทคโนโลยีของ NGS (Roche 

Diagnostics, Indianapolis IN, USA) ซึ่งใช้ระบบของ GS Junior system โดยเปรียบเทียบผลการตรวจกับข้อมูลการตรวจ HLA 

จากการทดสอบความช�ำนาญ  วัสดุและวิธีการ ใช้ตัวอย่างจ�ำนวน 10 ตัวอย่างที่ได้จากการทดสอบความช�ำนาญซึ่งทราบผลการตรวจ 

HLA alleles ด้วยวิธี sequence-based typing (SBT) และ/หรือวิธ ีpolymerase chain reaction-sequence specific primer 

(PCR-SSP) การศึกษาครั้งนี้ใช้เครื่อง GS Junior Sequencer (Roche Diagnostics, Indianapolis IN, USA) และใช้โปรแกรม 

Conexio Genomics ASSIGN ATF 454 HLA genotyping  ในการวิเคราะห์ข้อมูลของ HLA จ�ำนวน 8 loci คือ HLA-A, -B, 

-C, -DRB1, -DRB3/4/5 และ -DQB1  ผลการศึกษา จากการเปรียบเทียบพบว่าความสอดคล้องของผลการตรวจที่ได้ด้วยวิธี NGS 

กับผลการตรวจด้วยวิธี SBT และ PCR-SSP ที่ 98.33% และวิธี NGS สามารถระบุความละเอียดได้ 4-6 ต�ำแหน่งของ HLA alleles 

ผลที่คลุมเครือ สามารถเกิดขึ้นได้ในบางต�ำแหน่ง HLA เพราะชุด primers ของระบบนี้จะไม่ครอบคลุมในบาง exons ของแต่ละ HLA 

loci  สรุป การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า NGS สามารถสรุปผลการตรวจได้ชัดเจนขึ้นในบาง HLA loci และช่วยลดต้นทุนค่าใช้จ่ายใน

การตรวจ HLA alleles โดยเฉพาะในกรณีที่ท�ำการทดสอบครั้งละ 10 ตัวอย่างพร้อมกัน

คำ�สำ�คัญ :	l HLA  l Next-generation sequencing (NGS)  l Sequence-based typing (SBT)
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บทน�ำ

การตรวจ human leukocyte antigens (HLA) มีความ

ส�ำคัญในการปลูกถ่ายอวัยวะเช่น ไตและไขกระดูก1,2 ซึ่งวิธีการ

ตรวจต้องมีความแม่นย�ำและถูกต้องเพื่อดูความเข้ากันได้ของเนื้อ 

เยื่อระหว่างผู้ให้และผู้รับให้มี HLA เหมือนกันมากที่สุด3  ปัจจุบัน

วิธีการตรวจ HLA typing ที่สามารถตรวจชนิดได้ละเอียดและ

เป็นที่นิยมคือ การหาล�ำดับเบสดีเอ็นเอแบบ sequence-based 

typing (SBT)4  โดยใช้หลักการของ Sanger (Sanger sequen-

cing)5,6  ซึ่งใช้วิธีการหาล�ำดับเบสที่เรียกว่า dideoxy หรือ chain 

termination7  อย่างไรก็ตามปัญหาที่พบจากการตรวจคือในบาง

ครั้งเกิดความคลุมเครือ (ambiguity)8,9 เช่น ในโมเลกุลดีเอ็นเอ

ตัวอย่างทั้งหมดอาจมีนิวคลีโอไทด์มากกว่า 1 ชนิดที่อยู่ในต�ำแหน่ง

นั้น ซึ่งจะต้องแยกให้ได้ว่านิวคลีโอไทด์ตัวไหนเป็นของอัลลีลใด10 

และการตรวจอาจต้องมีการหาล�ำดับเบสดีเอ็นเอในหลาย exon11 

จึงท�ำให้ใช้เวลาในการตรวจนานขึ้น ต่อมาจึงมีการพัฒนาและน�ำ

เอาวิธีการหาล�ำดับเบสแบบใหม่มาใช้ ซึ่งสามารถหาล�ำดับเบสใน

ปริมาณที่มากกว่า (high-throughput)3 และท�ำได้หลายตัวอย่าง

ในเวลาเดียวกัน (multiplexing)12 อีกทั้งมีความไวในการตรวจ 

(high sensitivity)13 ซึ่งวิธีนี้เรียกว่า Next-generation sequen-

cing (NGS)4,13 สามารถใช้ในการหาล�ำดับเบสจ�ำนวนมหาศาลได้

รวดเร็วและแม่นย�ำขึ้น รวมทั้งต้นทุนในการด�ำเนินการมีราคาถูก

ลง จึงมีการน�ำมาประยุกต์ใช้งานวิจัยทางจีโนมและพันธุศาสตร์

อย่างหลากหลาย ได้มีการพัฒนามาใช้ในการตรวจทางด้าน HLA14 

เนื่องจากที่ยีนของ HLA มีความหลากหลายมากและการที่จะแยก

ให้ได้เป็น allele เดียวนั้นท�ำได้ยาก การใช้วิธี NGS จะช่วยการ

วิเคราะห์ล�ำดับเบสเป็นจ�ำนวนมากในเวลาเดียวกันและเป็นการ

วิเคราะห์ล�ำดับเบสที่เป็นโมเลกุลเดี่ยว มีการเชื่อมอะแด็บเตอร์ 

ชนิดพิเศษที่ปลายของสายดีเอ็นเอ15  ทั้งนี้รายละเอียดรูปแบบของ

วิธีในแต่ละบริษัทจะมีความแตกต่างกัน เช่น มีความแตกต่างใน

เรื่องการเตรียมคลังดีเอ็นเอต้นแบบ การเพิ่มจ�ำนวนดีเอ็นเอส�ำหรับ

วิเคราะห์ล�ำดับเบส วิธีการวิเคราะห์ล�ำดับเบส ความแตกต่าง 

ของข้อมูลความยาวล�ำดับเบสที่ได้และความถูกต้องของข้อมูลที ่

วิเคราะห์

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเ์พื่อประเมินผลการตรวจ HLA 

alleles โดยใช้เทคโนโลยีของ NGS ของบริษัท Roche ซึ่งใช้ระบบ

ของ GS Junior system โดยเปรียบเทียบผลกับข้อมูลที่ได้จาก

การตรวจ HLA จากการทดสอบความช�ำนาญ (proficiency 

testing) ภาควิชาเวชศาสตร์การธนาคารเลือด คณะแพทยศาสตร์

ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล 

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างทดสอบ

ตัวอย่างดีเอ็นเอได้จากการเข้าร่วมการทดสอบความชํานาญ 

(proficiency testing) ของภาควิชาเวชศาสตร์การธนาคารเลือด  

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล  มหาวิทยาลัยมหิดล ในโครงการ 

proficiency testing ส�ำหรับการตรวจเอชแอลเอ เพื่อการจัดสรร

อวัยวะ จัดโดยศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ ระหว่างเดือนธันวาคม 

พ.ศ. 2554 ถึง เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2555 จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง 

เนื่องจากจ�ำนวนตัวอย่างมีจ�ำนวนน้อย ท�ำให้ได้ค่า power of 

discrimination เท่ากับ 50% (ค�ำนวณจาก web site: http://

osse.bii.a-star.edu.sg/calculation2.php) แต่การศึกษานี้เป็น 

การศึกษาเพื่อหาข้อมูลเบื้องต้นในการวิเคราะห์ข้อมูลและเป็นการ

ศึกษาแบบ case series จึงใช้จ�ำนวนตัวอย่างใน 10 รายนี้ซ่ึง

ทราบผลการตรวจ HLA alleles ไว้ก่อนแล้ว

with data obtained from proficiency testing.  Materials and Methods:  HLA genotyping was performed using 

NGS on 10 proficiency samples that had previously been HLA typed by SBT and/or PCR-SSP techniques.  The 

GS Junior Sequencer (Roche Diagnostics, Indianapolis IN, USA) with Conexio Genomics ASSIGN ATF 454 HLA 

genotyping software analysis was used to analyze sequence variations at eight HLA loci (HLA-A, -B, -C, -DRB1, 

-DRB3/4/5 and -DQB1).  Results:  The comparison of HLA typing results showed 98.33% concordance between 

NGS versus PCR-SSP and SBT methods.  Moreover, the data obtained by NGS could provide 4-6 digits of HLA 

alleles.  The genotyping ambiguities could still occur in some HLA loci because the primer sets of this system 

could not amplify in some exons.  Conclusion:  NGS could reduce the genotyping ambiguities of some HLA loci 

and cost effective for HLA typing, especially in simultaneous testing of ten samples in a single run.

Keywords :	 l HLA  l Next-generation sequencing (NGS)  l Sequence-based typing (SBT)
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การแยกสกัดดีเอ็นเอใช้วิธี salting-out โดยใช้สาร Guani-

dine-HCl (UCLA Tissue typing laboratory 1993, USA) 

ในการแยกสกัดดีเอ็นเอและตรวจ HLA โดยวิธี polymerase 

chain reaction-sequence specific primer, PCR-SSP (One 

Lambda Inc., CA, USA) และวิธี SBT โดยใช้ in-house primers 

ส�ำหรับการตรวจ HLA class I loci (HLA-A, -B และ -C) ส่วน 

HLA class II loci (HLA-DRB1, -DRB3/4/5 และ -DQB1) 

ตรวจด้วยวิธ ีPCR-SSP อย่างเดียว ผลของชนิด alleles แสดง

ใน Table 1 และ 2 ซึ่งมีผลการตรวจตรงกับผลของการทดสอบ

ความชํานาญในโครงการ proficiency testing งานวิจัยนี้ได้รับ

การรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคนของคณะ

แพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล ตามรหัสโครงการ

เลขที่ 181/2557(EC4)

การตรวจชนิดของ HLA โดยวิธี next-generation sequencing 

การเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA library) ใช้ดีเอ็นเอที่สกัด

ได้จากตัวอย่าง ท่ีมคีวามเข้มข้น 5 ng/µL ปริมาตร 2 µL มาทาํ 

ปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายของแต่ละ exon 

โดยการศึกษาครั้งนี้ใช้ชุดน�้ำยา 454 Sequencing (Roche Diag-

Table 1  HLA class I genotyping results for samples 1 to 10 by PCR-SSP and SBT and NGS techniques

Sample 
PCR-SSP and SBT NGS

HLA-A* HLA-A*

1 03:01 26:01 03:01 26:01
2 11:02 69:01 11:02 69:01
3 01:03 02:01 01:03 02:01
4 01:01 32:01 01:01 32:01
5 02:01 24:02/07 02:01 24:07
6 26:01 30:01 26:01 30:01
7 02:01 69:01 02:01:01 02:01:01
8 24:02 29:01 24:02 29:01
9 29:01 66:01 29:01 66:01
10 24:02 26:01 24:02 26:01

Sample HLA-B* HLA-B*

1 46:01 47:01 46:01:01 47:01
2 27:04 27:05 27:04:01 27:05
3 08:01 46:01 08:01/18/39 46:01:01
4 35:01 57:01 35:01 57:01
5 15:17 52:01 15:17:01 52:01:01
6 08:01 42:02 42:02 42:02
7 40:01 52:01 40:01 52:01
8 07:05/06 27:06 07:05/06 27:06
9 07:05/06 50:01 07:05/06 50:01
10 27:06 40:01 27:06 40:01

Sample HLA-C* HLA-C*

1 01:02 06:02 01:02:01 06:02:01
2 02:02 12:02 02:02:02 12:02:02
3 03:03 07:02 03:03:01 07:02:01
4 04:01 06:02 04:01:01 06:02:01
5 04:01 07:01 04:01:01 07:01:01
6 07:02 17:01 07:02:01 17:01:01
7 12:02 15:02 12:02:02 15:02:01
8 03:04 15:05 03:04:01 15:05
9 06:02 15:05 06:02:01 15:05
10 03:04 15:02 03:04:01 15:02:01

NGS = next-generation sequencing;  PCR-SSP = polymerase chain reaction-sequence specific primer;  SBT = sequence-

based typing
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nostics, Indianapolis IN, USA) โดยชุด primers ได้แก่ GS 

GType HLA medium resolution (MR) และ GS GType 

HLA high resolution (HR) รายละเอียดแสดงใน Table 3 

โดยที่ชุด primers ของ GS GType MR เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน

ส่วนของ exons 2 และ 3 ของ HLA-A, -B และ -C และส่วน

ของ exon 2 ของ HLA-DQB1 และ HLA-DRB1, -DRB3/4/5 

ส่วนชุด primers GS GType HLA HR เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

ในส่วนของ exon 4 ของ HLA-A, B, C และ exon 3 ของ  

HLA-DQB1 มีการเชื่อมต่ออะแด็บเตอร์ที่ต่างกันที่ปลายของชิ้น

ดีเอ็นเอในระหว่างการท�ำ PCR แล้วน�ำมาท�ำให้บริสุทธิ์โดยใช้ ชุด

Table 3  The GS GType HLA primer sets were used to 

sequence exons of HLA

GS Gtype MR Primer Set GS Gtype HR Primer Set

HLA Exon HLA Exon

A 2, 3 A 4

B 2, 3 B 4

C 2, 3 C 4

DQB1 2 DQB1 3

DRB1, 3, 4, 5 2 DPB1 2

DQA1 2

Table 2  HLA Class II genotyping results for samples 1 to 10 by PCR-SSP and NGS techniques

Sample 
PCR-SSP NGS

HLA-DRB1* HLA-DRB1*

1 13:01 14:01/54 13:01 14:01/54
2 07:01 12:02 07:01:01 12:02:01
3 09:01 13:02 09:01:02 13:02:01
4 10:01 11:01 10:01:01 11:01
5 13:02 14:04 13:02:01 14:04
6 03:01 12:02 03:01 12:02:01
7 08:03 11:01 08:03:02 11:01
8 10:01 15:02 10:01:01 15:02:01
9 07:01 12:02 07:01:01 12:02:01
10 09:01 11:01 09:01:02 11:01

Sample HLA-DRB3/4/5* HLA-DRB3/4/5*

1 3*01:01 3*02:02 3*01:01:02 3*02:02:01
2 3*02:02 4*01:03 3*02:02:01 4*01:01/03/06/08
3 3*03:01 4*01:03 3*03:01 4*01:01/03/06/08
4 3*02:02 3*02:02:01
5 3*02:02 3*03:01 3*02:02:01 3*03:01
6 3*02:02 3*03:01 3*02:02:01 3*03:01
7 3*02:02 3*02:02:01
8 5*01:08N 5*01:02/08N
9 3*03:01 4*01:03 3*03:01 4*01:01/03/06/08
10 3*02:02 4*01:03 3*02:02:01 4*01:01/03/06/08

Sample HLA-DQB1* HLA-DQB1*

1 06:03 05:02 06:03:01 05:02:02
2 02:02 03:01 02:02:01 03:01:01
3 03:03 06:04 03:03:02 06:04:01
4 03:01 05:01 03:01:01 05:01:01
5 05:03 06:04 05:03:01 06:04:01
6 02:01 03:01 02:01:01 03:01:01
7 03:01 06:01 03:01:01 06:01
8 05:01 05:01 05:01:01 05:01:01
9 02:02 03:01 02:02 03:01:01
10 03:01 03:03 03:01:01 03:03:02

NGS = next-generation sequencing;  PCR-SSP = polymerase chain reaction-sequence specific primer
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น�้ำยา AMPure XP (Beckman Coulter, Inc., Brea, USA) 

หลังจากนั้นตรวจดูปริมาณและขนาดของ PCR products ที่ได้

โดยใช้ชุดน�้ำยา Quant-it PicoGreen dsDNA (Invitrogen, 

CA, USA) จากนั้นดีเอ็นเอจะถูกเพิ่มปริมาณในหยดน�้ำมันที่ 

ประกอบด้วยสารส�ำหรับการท�ำปฏิกิริยาพีซีอาร์อยู่ภายใน (emPCR 

amplification) โดยใช้ชุดน�้ำยา GS Junior Titanium emPCR 

(Lip-A) เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยา PCR แล้วในหนึ่งหยดน�้ำมันจะมี

ดีเอ็นเอต้นแบบท่ีเหมือนกันติดอยู่ที่เม็ด bead จากนั้นน�ำเม็ด 

bead ที่ได้ผสมรวมกันทั้งหมดในทุกตัวอย่างซึ่งจะน�ำไปหาล�ำดับ

เบสโดยใช้ชุดน�้ำยา GS Junior Titanium Sequencing และ 

PicoTiterPlateTM โดยใช้เครื่อง GS Junior Sequencer (Roche 

Diagnostics, Indianapolis IN, USA) ซึ่งขั้นตอนวิธีท�ำทั้งหมด

จะใช้ตาม  GS Gtype HLA assay manual (454 Sequencing 

system, March 2012).

การวิเคราะห์ทางสถิติ

ข้อมูลล�ำดับเบสแต่ละเส้นที่ได้จากเครื่อง GS Junior Sequen-

cer ถูกน�ำออกมาในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ โดยใช้ไฟล์นาม 

สุกล .fna มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Conexio Genomic ATF  

for 454 HLA typing (version 2.0, Australia) ได้ข้อมูลออก

มาเป็น HLA alleles แล้วน�ำมาใช้การวิเคราะห์หาร้อยละของ 

ความสอดคล้องของแต่ละ HLA locus ได้แก่ HLA-A, HLA-B, 

HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DRB3/4/5 และ HLA-DQB1 โดย

เปรียบเทียบกับ ผลการตรวจของการท�ำ proficiency testing

ผลการศึกษา

จากผลการตรวจ HLA alleles ในตัวอย่างที่ 1 ถึง 10 (Table 

1 และ 2) พบว่า การตรวจด้วยวิธี NGS สามารถบอกผล alleles 

ในระดับ high resolution สามารถทดสอบชนิดอัลลีลได้ 4 ถึง 

6 digits  เมื่อเทียบกับข้อมูลจากการตรวจโดยวิธี PCR-SSP และ 

SBT ในแต่ละ HLA-A locus พบว่าใน 10 ตัวอย่าง ให้ผลสอด-

คล้องกัน 9 ตัวอย่าง แต่มี 1 ตัวอย่างที่ให้ผลไม่สอดคล้องกัน คือ

ตัวอย่างที่ 7  ตรวจได้ HLA-A*02:01 และ *69:01 ส่วนวิธี NGS  

ตรวจได ้HLA-A*02:01:01 allele เดียว ส�ำหรับตัวอย่างที่ 5 วิธี 

NGS สามารถแยก HLA-A*24:07 จาก HLA-A*24:02 ได้   

ส�ำหรับการตรวจของ HLA-B locus พบว่าผลไม่สอดคล้องกัน

จ�ำนวน 2 รายคือ ตัวอย่างที่ 6 วิธี PCR-SSP และ SBT ตรวจ

ได้ HLA-B*08:01 และ *42:02 ส่วน วิธี NGS ตรวจได ้HLA-B* 

42:02 allele เดียวเท่านั้น  ตัวอย่างที่ 3 วิธี NGS ไม่สามารถ 

แยก HLA-B*08:01/18/39 ได้  นอกจากนี้ตัวอย่างที่ 8 และ 9 

วิธี NGS ไม่สามารถแยก HLA-B*07:05 ออกจาก HLA-B*07:06 

เช่นเดียวกับการตรวจด้วยวิธี PCR-SSP และ SBT 

ในส่วนของ HLA-C, -DRB1, -DQB1 loci ผลการตรวจด้วย

วิธ ีNGS ได้ผลสอดคล้องกันกับการตรวจด้วยวิธี PCR-SSP และ 

SBT และสามารถตรวจชนิด allele ได้เพิ่มถึง 6 digits ในหลาย

ชนิด alleles แต่อย่างไรก็ตาม ส�ำหรับ HLA-DRB3/4/5 loci พบ

ว่า ในตัวอย่างที่ 2, 3, 9 และ 10 วิธ ีNGS ไม่สามารถแยก HLA-

DRB4*01:03 ออกจากกลุ่ม HLA-DRB4*01:01/03/06/08 ได้

และในตัวอย่างที่ 8 ไม่สามารถแยก HLA-DRB5*01:08N ออก

จาก HLA-DRB5*01:02 ได้  เมื่อเปรียบเทียบผลตรวจทั้งหมด

ที่ได้จากวิธี PCR-SSP และ SBT กับ วิธี NGS  มีความสอดคล้อง

กัน 98.33%

วิจารณ์

การคัดเลือกไขกระดูกจากผู้บริจาคเพื่อการปลูกถ่ายต้องใช้

การตรวจชนิดของ HLA ที่ความละเอียดสูง สามารถตรวจได้ถึง

ระดับ alleles ขึ้นไป ทั้งนี้เพื่อช่วยในการคัดเลือก HLA ระหว่าง

ผู้ป่วยและผู้บริจาคใหม้ีความเหมือนกันมากที่สุด   ดังนั้นการตรวจ

ยีนของ HLA ให้มีความละเอียดสูง และสามารถแยกเป็น allele 

เดียวได้ต้องอาศัยเทคนิค เครื่องมือและชุดน�้ำยาตรวจ HLA ซึ่ง

ปัจจุบันมีหลายบริษัทผลิตชุดน�้ำยาตรวจจ�ำหน่าย ซึ่งก่อนที่จะน�ำ

มาใช้ในการตรวจของห้องปฏิบัติการต้องมีการทดสอบก่อนว่าผล

การตรวจมีความน่าเชื่อถือและอ้างอิงได้ การศึกษานี้ได้ท�ำการ

ทดสอบวิธี NGS ซึ่งใชเ้ครื่องมือและชุดน�้ำยาตรวจยีนของ HLA 

แต่มีข้อจ�ำกัดคือ การตรวจโดยใช้วิธี NGS ในแต่ละครั้งจะมีราคา

ค่อนข้างสูงและต้องท�ำครั้งละ 10 ตัวอย่าง จึงได้เลือกทดสอบจาก 

10 ตัวอย่างที่ทราบผลการตรวจ HLA แล้วจากการท�ำ proficiency 

testing ของศูนย์รับบริจาคอวัยวะ สภากาชาดไทย จากการศึกษา

ครั้งนี้ พบว่า HLA-A alleles ที่ตรวจได้โดยวิธี NGS ที่ได้ผลไม่

สอดคล้อง 2 ราย คือตัวอย่างที่ 7 ทีว่ิธี NGS ตรวจได ้HLA-A 

*02:01:01 allele เดียว แต่ไม่พบ HLA-A* 69:01 เพราะ HLA-A 

*02:01 และ *69:01 มีความเหมือนกัน ในล�ำดับเบสที่อยู่ในส่วน

ของ exon 3 และ 4 แต่มีความแตกต่างกันในล�ำดับเบสที่อยู่ใน

ส่วนของ exon 2 เมื่อเทียบกับข้อมูล IMGT/HLA Database 

(http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/) ซึ่งเมื่อดูจ�ำนวนของ

ข้อมูลล�ำดับเบสสายสั้นที่เรียกว่า reads ซึ่งเป็นข้อมูลที่บอกคุณภาพ

ของการท�ำ NGS ในส่วนของ exon 2 พบว่า มีจ�ำนวนน้อยมาก

ซึ่งอาจจะท�ำให้เกิดการแปลผลผิด จากการวิเคราะห์ของโปรแกรม

ได้16 ในท�ำนองเดียวกันกับตัวอย่างที่  6 ที่วิธี NGS  ตรวจได ้

HLA-B*42:02 allele เดียวไม่พบ HLA-B*08:01 อาจเกิดจาก

จ�ำนวน reads ของ exon 2 น้อยเกินไป ส่วนตัวอย่างที่ 3 วิธี 

NGS ไม่สามารถแยก alleles 3 ชนิด คือ B*08:01, *08:18 และ 

http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/
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*08:39 ได้เพราะจ�ำนวน reads ของ exon 2 น้อยเกินไปเช่นกัน

ซึ่ง alleles ทั้งสามชนิดนี้มีความแตกต่างกันตรงส่วนนี้  ส�ำหรับ

ตัวอย่างที่  8 และ 9 ไม่สามารถแยก HLA-B*07:05 ออกจาก 

HLA-B*07:06  เนื่องจากมีความแตกต่างของล�ำดับเบสอยู่ใน 

exon 5 ซึ่งชุด primers  ของ GS GType HLA HR และ MR 

ท�ำได้ตั้งแต่ exon 2  ถึง exon 4 จึงไม่ครอบคลุมถึง exon 5  

และกรณีที่ตัวอย่างที่ 1 ไม่สามารถแยก HLA-DRB1*14:01 ออก

จาก HLA-DRB1*14:54 ได้เนื่องจากความแตกต่างของล�ำดับเบส

อยู่ใน exon 3 ซึ่งชุด primers ของ HLA-DRB1 นี้ ท�ำเฉพาะ 

exon 2 จึงไม่ครอบคลุมถึง exon 3   จากผลการศึกษาครั้งนี้พบ

ว่ามีความสอดคล้องของผลการตรวจ HLA alleles ทั้งหมด   

98.33% ซึ่งเปรียบเทียบได้กับการศึกษาของ Mellet และคณะ17 

ซึ่งมีการศึกษาการตรวจ HLA alleles โดยวิธี PCR-SSP และ 

SBT เทียบกับ วิธี NGS ของบริษัท Roche และพร้อมนี้ได้ เปรียบ

เทียบวิธี Luminex และ PCR-SSP กับ NGS บริษัท Roche 

ด้วย ให้ผลความสอดคล้องที่ 98% ในทั้งสองกรณี จากการศึกษา

ของ Bentle และคณะ16 พบความสอดคล้องที่ 99.4% เมื่อเปรียบ

เทียบระหว่างวิธี SBT กับ วิธี NGS ในขณะที่การศึกษาของ Lind 

และคณะ18 และ Moonsamy และคณะ12 พบความสอดคล้องกัน

ระหว่างวิธ ีSBT กับ วิธ ีNGS ที่ 100% ซึ่งผลของการศึกษาครั้ง

นี้ วิธ ีNGS ที่ใช้ศึกษา HLA alleles นั้นให้ผลสอดคล้องกันกับ

วิธีมาตรฐานที่ใช้ในการตรวจประจ�ำ 

ส�ำหรับราคาต้นทุนน�้ำยาที่ใช้ในการตรวจซึ่งตรวจได้พร้อมกัน

ทั้ง HLA class I และ class II ประมาณ 8,500 บาท ซึ่งมีต้นทุน

ที่น้อยกว่าประมาณ 0.5 เท่าของน�้ำยาที่ใช้ในการตรวจโดยวิธี PCR-

SSP และส�ำหรับ HLA class II ได้รวมการตรวจ HLA-DQA1 

และ -DBP1 ร่วมด้วยเพราะอยู่ในชุดตรวจเดียวกัน แต่ข้อมูลส่วน

นี้ไม่ได้น�ำมาวิเคราะห์ในการศึกษาครั้งนี้ ควรต้องพิจารณาค่าใช้

จ่ายเกี่ยวกับต้นทุนของเครื่องมือและอุปกรณ์อื่น ซึ่งยังไม่มีข้อมูล

ในส่วนนี้ ขณะทีต่้นทุนในการตรวจวิธี SBT เฉพาะ HLA-A, -B 

และ -C ประมาณ 8,000 บาท (in-house primers) ซึ่งยังไม่รวม

ค่าตรวจ HLA class II ซึ่งราคาจะเพิ่มขึ้นอีก  ปัจจุบันการตรวจ 

HLA โดยใช้เทคโนโลยี NGS มีหลายบริษัทก�ำลังพัฒนารูปแบบ

ของเทคโนโลยีขึ้นใหม่อย่างต่อเนื่อง3 ซึ่งรวมทั้งบริษัทที่ท�ำการศึกษา

ครั้งนี้ด้วย ที่ได้การผลิตเครื่องมือและน�้ำยา เพื่อใช้ในการหาลำดับ

เบสของยีน HLA ส่งผลใหล้ดต้นทุนค่าตรวจและสามารถที่จะ

ตรวจได้พร้อมกันในหลาย exons ท�ำให้มีผลการตรวจ HLA 

alleles มีความแม่นย�ำมากยิ่งขึ้น 

สรุป

การตรวจ HLA alleles ด้วยวิธี NGS สามารถตรวจ alleles 

ที่ระบุได ้ 4 ถึง 6 digits ช่วยท�ำให้ลดปัญหาการรายงานผลไม่

ชัดเจนใน HLA loci ได้แต่ยังมีข้อจ�ำกัดที่ชุด primers ยังไม่

ครอบคลุมถึงในบาง exons ท�ำให้ไม่สามารถแยก heterozygous 

alleles บางชนิดได้ อย่างไรก็ตามวิธี NGS สามารถลดค่าใช้จ่าย

ในการตรวจได้ในกรณีที่ท�ำหลายตัวอย่างพร้อมกัน ดังนั้นการเลือก

ใช้วิธีการตรวจ HLA alleles ที่เหมาะสมส�ำหรับแต่ละห้องปฏิบัติ

การ ต้องค�ำนึงถึงปัจจัยหลายอย่างรวมทั้งงบประมาณ ปริมาณ

ตัวอย่าง การระบคุวามละเอียดของ HLA alleles ที่ต้องการ รวม

ทั้งประสบการณ์ของบุคลากร เพื่อให้สามารถน�ำวิธีการตรวจนี้มา

ประยุกต์ใช้ต่อไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณบริษัท โรช ไดแอกโนสติกส์ (ประเทศไทย) จ�ำกัด

ที่สนับสนุนน�้ำยาและผู้เชี่ยวชาญ ห้องปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร์  

หน่วยอณูพันธุศาสตร์ สถานส่งเสริมการวิจัย คณะแพทยศาสตร์

ศิริราชพยาบาล ที่ได้เอื้อเฟื้อเครื่องมือและสถานที่ และคณะท�ำงาน

โครงการ proficiency testing ส�ำหรับการตรวจ เอชแอลเอ เพื่อ

การจัดสรรอวัยวะ ศูนย์รับบริจาคอวัยวะและศูนย์บริการโลหิตแห่ง

ชาติ สภากาชาดไทย ที่ช่วยจัดเตรียมตัวอย่างและข้อมูล
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